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ABSTRACT 
Nama   : Nurfadilah Yusuf 
NIM   : 60500112023 
Judul Penelitian : Isolation and Identification of Bacteria symbiont From 
larvae Cossus cossus and Test Its activity as Antibacterial 
Against Multiple Bacterial Pathogens. 
 
 Indonesia is known for its natural wealth, including wealth will be different 
types of microbes that serve as a source of raw materials new antibacterial. This study 
aims to determine the type of bacterial symbionts of larvae Cossus cossus and 
recognizing the antibacterial activity of the symbiotic bacteria. Bacterial symbionts of 
larvae Cossus cossus can be isolated using the method spread in the media NA. 
Isolates were then identified using the Polymerase Chain Reaction (PCR), to 
determine their antibacterial activity by the method of antimicrobial susceptibility test 
discs. Research results obtained by the symbiotic bacteria isolates NF1 and NF2 is a 
species of Pseudomonas aeroginosa and Isolate NF3 is a species of Enterobacter 
cloacae. All three isolates were found to be capable of producing antibacterial 
compounds that can inhibit the growth of pathogenic bacteria. 
 
Kata kunci: Cossus cossus, Bacterial Symbionts, Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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ABSTRAK 
Nama   : Nurfadilah Yusuf 
NIM   : 60500112023 
Judul Penelitian : Isolasi dan Identifikasi Bakteri Simbion Dari Larva 
Cossus cossus dan Uji Aktivitasnya Sebagai Antibakteri 
Terhadap Beberapa Bakteri Patogen. 
 
 Indonesia dikenal dengan kekayaan alamnya termasuk kekayaan akan 
berbagai jenis mikroba yang dijadikan sebagai sumber bahan baku antibakteri baru. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis bakteri simbion dari larva Cossus 
cossus dan mengetahui adanya aktivitas antibakteri dari isolat bakteri simbion 
tersebut. . Bakteri simbion dari larva Cossus cossus tersebut dapat diisolasi dengan 
menggunakan metode sebar pada media NA. Isolat yang diperoleh kemudian 
diidentifikasi dengan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR), 
untuk mengetahui adanya aktivitas antibakteri dengan metode antimicrobial 
susceptibility test disc.  Hasil penelitian diperoleh yaitu isolat bakteri simbion NF1 
dan NF2 merupakan spesies Pseudomonas aeroginosa dan Isolat NF3 merupakan 
spesies bakteri Enterobacter cloacae. Ketiga isolat tersebut diketahui tidak mampu 
menghasilkan senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
patogen. 
 
Kata kunci:Cossus cossus, Bakteri Simbion, Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Indonesia dikenal sebagai salah satu negara yang beriklim tropis dan memiliki 
kekayaan alam yang beraneka ragam. Kekayaan alam Indonesia tidak hanya berkisar 
pada kekayaan biota laut, tapi juga kaya akan tumbuhan, hewan dan berbagai jenis 
mikroba. Perpaduan dari semua komponen tersebut tpidak hanya menyediakan 
keindahan alam tapi juga menyediakan sumber kehidupan untuk manusia seperti 
sumber pangan, bahan bakar hingga bahan baku antibiotik alami yang banyak 
dibutuhkan dalam dunia kesehatan. 
Penggunaan senyawa antibiotik dalam dunia kesehatan adalah untuk 
menyembuhkan penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri patogen. Akan tetapi, 
bakteri patogen yang terus menerus berinteraksi dengan senyawa antibiotik yang tidak 
sesuai dosis akan mengalami proses adaptasi terhadap senyawa antibiotik tersebut dan 
lingkungannya. Proses adaptasi ini menyebabkan terjadinya perubahan genetik yang 
mengarah pada terbentuknya gen yang menyebabkan bakteri patogen resisten terhadap 
obat yang digunakan, sehingga obat yang sama tidak dapat dipakai lagi. Peningkatan 
resistensi bakteri terhadap antibiotik memberikan peluang besar untuk mendapatkan 
senyawa antibiotik baru. Berbagai penelitian telah dilakukan untuk mengisolasi 
metabolit aktif yang akan digunakan sebagai antibakteri, termasuk antibakteri dari 
proses degradasi senyawa-senyawa polimer yang tersedia di alam yang melibatkan 
mikroorganisme sebagai pengurainya. Hingga saat ini senyawa polimer yang sedang 
1 
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dikembangkan untuk dijadikan antibakteri diantaranya adalah polimer kitosan dan 
polimer selulosa.  
Selulosa merupakan jenis karbohidrat golongan polisakarida. Karbohidrat 
memegang peranan penting dalam kehidupan yaitu sebagai salah satu sumber energy 
utama mahluk hidup. Karbohidrat terdiri atas kelompok moosakarida, disakarida dan 
polisakarida. Karbohidrat yang paling banyak terdapat pada tanaman, khususnya kayu 
yaitu polisakarida yang tersusun dari pati dan lignuselulosa (selulosa, hemiselulosa dan 
lignin) (Fitriani, 2003, h: 1). 
Polimer selulosa didegradasi secara enzimatis menghasilkan senyawa 
oligosakarida, disakarida dan monomer glukosa yang bersifat larut dalam air. Proses 
pemecahan secara enzimatis terjadi dengan adanya enzim selulase. Enzim selulase 
dihasilkan oleh mikroorganisme yang bersifat selulolitik. Proses pemecahan selulosa 
oleh aktivitas enzim selulase sangat dipengaruhi oleh struktur fisik dari substrat.  
Mikroba selulolitik minimal memproduksi 2 unit enzim selulase yaitu endo 1,4 β-
glukanase yang berperan menghidolisis serat selulosa menjadi rantai pendek, 
kemudian oleh enzim ekso 1,4 β-glukanase yang akan memecah rantai pendek itu 
untuk menghasilkan senyawa sederhana terlarut (Soepranianondo, dkk, 2007, h:203).  
Enzim selulase hanya diproduksi oleh mikroba, baik bakteri, protozoa maupun 
jamur. Salah satu contohnya adalah bakteri simbion yang terdapat pada jaringan tubuh 
insekta yang hidup di pohon dapat menghasilkan enzim selulase karena serat kayu 
pada pohon sebagian besar terdiri atas komponen lignoselulosa (Purwadiria, 2003, 
Vol: 8, H: 213). Salah satu insekta, yaitu rayap dapat mencerna selulosa karena saluran 
ususnya memiliki parasit trichonympha yang memproduksi enzim selulase. Rayap 
yang hidup dengan cara memakan kayu pada pohon adalah orde Lepidoptera. Salah 
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satu Lepidoptera Genus Cossus termasuk dalam family Cossidae, yang salah satu 
spesiesnya adalah Cossus cossus yang banyak hidup di pohon. Di dalam organ 
pencernaan Cossus cossus tepatnya diusus belakang terdapat berbagai jenis bakteri 
simbion. Bakteri simbion dari Cossus cossus ini diketahui sebagai bakteri 
pendegradasi selulosa yang dapat membantu proses pemecahan selulosa menjadi 
senyawa yang lebih sederhana seperti yang terdapat pada sisa pelapukan kayu dan 
tanaman (Arhany, 2013, h:34). Oleh sebab itu, bakteri simbion yang terdapat pada 
usus belakang rayap ini digolongkan sebagai jenis bakteri selulolitik, karena mampu 
menguraikan selulosa dengan bantuan enzim selulase (Diba dan Khotimah, 2013 vol. 
2, H: 8).  
Keberadaan bakteri simbion di usus tengah organ pencernaan rayap  bersifat 
simbiosis mutualisme. Aktivitas dari mikroba pengurai ini sangat berpengaruh karena 
mampu meningkatkan ketersediaan unsur hara melalui proses mineralisasi karbon dan 
asimilasi nitrogen. Saluran pencernaan insekta merupakan tempat hidup bakteri 
simbion dan bakteri tersebut mampu melanjutkan metabolisme kehidupannya dari 
hasil selulosa yang dihidrolisisnya berupa glukosa dalam saluran pencernaan insekta, 
sedangkan hasil pengolahan makanan oleh bakteri simbion berupa glukosa tersebut 
dijadikan sebagai sumber energi untuk insekta.  
Manfaat dari mikroorganisme ini telah dijelaskan dalam Al-Qur‟an,  
sebagaimana dalam firman Allah Q.S Al-Baqarah (2): 26 
 َِّنإ۞ ه َّللّٱ  ِۡحهتۡسه ي 
ه
لَ ٓۦ  ا َّن
ه
أهف ۚ ا هه هقۡوهف ا هه هف اة هضوُعهب ا َّن 
ا
لٗهث هن هِبۡضۡهي ن
ه
أ هويِ
َّ
لَّٱ  ًُ َّى
ه
أ هنوُههلۡعهي هف 
ْ
اوُي هناهء  قه
ۡ
لۡٱ  وِن
 ا َّن
ه
أ هو ۡۖۡمِِهّب َّر هويِ
َّ
لَّٱ  هدا هر
ه
أ ٓ اهذا هن هنُولوُقهي هف 
ْ
اوُر هف هك ُ َّللّٱ  ِ ب 
 لُِضي ۘ
ا
لٗهث هن ا هذَٰ هِهبِۦً  ًِِب يِدۡههي هو ا اِيرث هكۦ  ا هنهو ۚا اِيرث هك
 ًِِب  لُِضي ٓۦ  
َّ
ِلَإ هِيقِسَٰ هۡفلٱ ٢٦  
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Terjemahnya:    
“Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk atau 
yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-orang yang  beriman, mereka tahu bahwa 
itu kebenaran dari Tuhan. Tetapi mereka yang kafir berkata, “Apa maksud Allah 
dengan perumpamaan ini ? “ Dengan (Perumpamaan) itu banyak dibiarkan-Nya 
sesat, dan dengan itu banyak (pula) orang yang diberikan-Nya petunjuk. Tetapi 
tidak ada yang dia sesatkan dengan perumpamaan itu selain orang-orang fasik.” 
(Kementrian Agama RI, Al-Qur‟an dan Terjemahnya,  2014: 113)  
Menurut Ibnu katsir menafsirkan bahwa kata yang lebih kecil dari itu 
menjelaskan bahwa Allah SWT. Kuasa menciptakan apa saja, yaitu penciptaan apapun 
dengan obyek apa saja, baik yang besar maupun yang kecil. Allah SWT. Tidak pernah 
menganggap remeh segala sesuatu yang dianggap kecil, termasuk bakteri. Orang-orang 
yang beriman meyakini bahwa dalam perumpamaan penciptaan yang dilakukan oleh 
Allah memiliki manfaat bagi manusia (mushoffa, 2012: 10). Sebagaimana dalam tafsir 
Al-Mishbah menyebutkan perumpamaan menjelaskan sesuatu yang abstrak menjadi 
dalam bentuk konkret sehingga menjadi jelas adanya.  
Ayat tersebut menjelaskan bahwa walaupun bakteri termasuk mahluk yang 
kecil dan tidak kasat mata, tapi jenis mahluk ini dapat bermanfaat bagi mahluk hidup 
lain. Sama halnya dengan bakteri yang hidup bersimbion dalam tubuh larva Cossus 
cossus yang berperan dalam mendegradasi selulosa yang dikonsumsi oleh larva 
tersebut menjadi glukosa sumber energi dan makanannya. Hal ini memperjelas bahwa 
semua ciptaan Allah memiliki manfaat dan harus dimanfaatkan karena dengan 
terungkapnya rahasia-rahasia alam melalui hasil sebuah penelitian akan menambah 
dasar dari ilmu pengetahuan yang dapat dikembangkan untuk kelangsungan kehidupan 
manusia serta sebagai alasan untuk mempertebal Iman kepada Sang Pencipta.   
Berdasarkan penelitian Dwismar (2013: 53), larva Cossus cossus memiliki 
peranan dalam menghasilkan enzim. Salah satu enzim yang dapat dihasilkan yaitu 
enzim selulase dengan nilai aktivitas 2,38 x 10
-3
 U/mL. Selain itu larva Cossus cossus 
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memiliki aktivitas antibiotik dengan menghambat 8 bakteri patogen seperi Escherichia 
coli, Bacillus subtilus, Pseudomonas aeriginosa, Salmonella typhosa, Stophylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus mutans dan Vibrio celera. Dengan 
daya hambat yang paling besar pada bakteri Staphylococcus epidermidis yaitu 30,41 
mm (Hatimah, 2014: 50). 
Aktivitas antibakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain kandungan 
senyawa antibakteri dan kemampuan daya hambat dari fermentat isolat bakteri. Hal ini 
bisa diamati dari diameter zona bening yang terbentuk. Semakin besar zona beningnya 
maka semakin besar pula daya hambatnya. Aktivitas juga dipengaruhi oleh jenis 
bakteri yang diisolasi. Untuk mengetahui spesies dari bakteri simbion bisa digunakan 
metode Polimerase Chain Remand (PCR) yang dapat mengeidentifikasi DNA dari 
bakteri. 
Berdasarkan uraian diatas maka dilakukan penelitian ini untuk mengisolasi 
bakteri penghasil enzim selulosa dalam larva insekta Cossus cossus dan uji 
aktivitasnya sebagai antibakteri terhadap bakteri patogen.  
 
B. Rumusan Masalah 
Berdasarkan uraian diatas, rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai 
berikut: 
1. Bakteri jenis apa yang diperoleh dari isolasi larva Cossus cossus? 
2. Bagaimana aktivitas antibakteri dari isolat larva Cossus cossus? 
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C. Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah: 
1. Mengetahui spesies bakteri yang dapat diperoleh dari isolasi larva Cossus 
cossus 
2. Mengetahui aktivitas antibakteri dari isolat bakteri selulolitik pada larva Cossus 
cossus 
D. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah: 
1. Dapat digunakan oleh peneliti selanjutnya sebagai sumber acuan untuk 
mengetahui jenis bakteri simbion yang dihasilkan dari isolasi larva Cossus 
cossus 
2. Memberikan  sumber informasi kepada masyarakat mengenai kandungan 
antibakteri dari isolat larva Cossus cossus 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Cossus cossus  
Cossus merupakan salah satu genus dari kerajaan animalia, Cossus merupakan 
ngengat yang biasanya hidup di pohon.  Salah satu jenis Cossus adalah Cossus cossus, 
klasifikasi Cossus cossus dapat dilihat dibawah ini: 
(a)             (b) 
Gambar 2.1 (a) Cossus cossus dewasa dan (b) Larva Cossus cossus 
Kingdom : Animalia 
Phylum : Arhtropoda 
Class  : Insecta 
Ordo  : Lepidoptera 
Family  : Cossidae 
Genus  : Cossus 
Spesies : Cossus cossus 
Rayap dengan family Cossidae terdapat diseluruh dunia dengan lebih dari 670 spesies. 
Sejumlah besar ditemukan di daerah tropis. Cossidae mencakup banyak spesies ulat 
besar dan ngengat dengan sayap hingga 17 cm. Banyak ulat yang memiliki bau tidak 
7 
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sedap sehingga dinamakan ngengat kambing. Sebagian besar adalah ulat penggerek 
pohon (Team of BAMONA dalam Khatimah, 2014: 9). 
 Keberadaan mahluk hidup seperti family dari rayap tersebut dijelaskan dalam 
Al-Qur‟an surah An-Nahl (16): 68: 
                                
Terjemahnya: 
“dan Tuhanmu mewahyukan kepada lebah: "Buatlah sarang-sarang di bukit-
bukit, di pohon-pohon kayu, dan di tempat-tempat yang dibikin manusia.". 
(Kementrian Agama RI, Al-Qur‟an dan Terjemahnya: 2014). 
 Dalam tafsir Al-Mishbah, makna yang terkandung pada ayat ini yaitu arah 
redaksinya kepada Nabi Muhammad SAW.dengan menyatakan: Dan, ketahuilah, 
wahai Nabi agung, bahwa Tuhanmu yang membimbing dan selalu berbuat baik telah 
mewahyukan, yakni mengilhamkan, kepada lebah sehingga naluri baginya bahwa: 
Buatlah, sebagaimana keadaan seorang yang membuat secara sungguh-sungguh, 
sarang-sarang sebagian gua-gua pegunungan dan sebagian bukit-bukit dan pada 
sebagian celah-celah pepohonan dan pada sebagian tempat-tempat tinggi mereka, 
yakni manusia buat. 
 Dalam ayat ini tersirat bawha serangga termasuk larva mampu hidup pada 
tempat-tempat yang tinggi di pohon kayu, dimana pohon tersebut merupakan habitat 
pada tahap pertumbuhan dari telur hingga menjadi serangga dewasa dan pohon 
tersebut juga menjadi sumber makanan dari serangga.  
Telur Cossus cossus disisipkan diantara celah-celah kulit kayu dimana 
perkembangan embrio telur berlangsung selama 12 hingga 15 hari. Larva Cossidae 
memiliki karakteristik yang mencerminkan cara hidup mereka, mengebor pada kayu 
dan batang. Kepala besar, lebih panjang dan lebar dengan rahang besar. Prothorax 
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berbentuk seperti plat yang khas atau perisai yang memiliki ekor margin halus pada 
Cossus (Southdene Sdn, 1986: 11). 
Larva yang telah cukup umur kemudian menjadi pupa dengan panjang dari 50 
sampai 60 mm dengan speculum tajam yang memungkinkannya untuk bergerak 
sebelum menjadi ngengat dewasa. Tahap pupa berlangsung sekitar 1 bulan, ngengat 
dewasa muncul dibelakang exuvia, siklus ngengat kambing memakan waktu 
setidaknya 2 tahun. 
Saat metamorfosis tidak sempurna serangga melewati tiga tahap perkembangan 
telur, serangga pradewasa (nimfa), dewasa dan terjadi pada kelompok kecil serangga 
penghuni kayu seperti rayap (ordo: Isoptera). Pada awalnya serangga pradewasa tidak 
menyerupai serangga dewasa termasuk bentuk mulut. Metamorfosis tidak sempurna 
diistilahkan hemimetabolous dengan perkembangan bentuk sayap di luar tubuh 
serangga. Pada metamorfosis sempurna serangga melewati empat tahap telur, larva, 
pupa, dewasa dan terjadi banyak kelompok serangga penghuni kayu seperti 
Coleopetra, Hymenopetra dan Lepidoptera. Tahap larva memakan kayu dan 
mengalami ganti kulit yang memungkinkan ukuran tubuh bertambah selama 
pertumbuhan (Muin dkk, 2010: 71). 
Serangga yang mencerna komponen kayu sebagai nutrisi sering dibantu oleh 
mikroorganisme dengan berbagai cara yang mencakup: Akuisisi enzim yang 
dihasilkan mikroba pada substrat yang dicerna, pencernaan pendahuluan substrat oleh 
mikroorganisme sebelum dicerna, pengayaan bahan nutrisi dalam bentuk sel mikrobial 
dan metabolit, pengeluaran dan detoksifikasi zat ekstraktif kayu, mikroba yang hidup 
di usus menghasilkan dan melepaskan enzim, mikroorganisme yang bekerja sebagai 
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pengurai yang melepaskan sumber karbon utama untuk asimilasi serangga (Muin, dkk 
dalam Hatimah, 2014: 11). 
  Kebanyakan proses pencernaan karbohidrat, protein dan lipid terjadi pada usus 
tengah, meskipun sebagian pencernaan selulosa yang disebabkan oleh enzim selulase 
mikroba juga terjadi di usus belakang  pada beberapa kelompok serangga. Hubungan 
pencernaan serangga dan mikroorganisme dilakukan dengan cara-cara tertentu yaitu, 
mikroorganisme menghasilkan enzim dalam substrat lambung, substrat dari 
perencanaan mikroorganisme digunakan untuk pencernaan, mengubah dan 
menghancurkan zat ekstraktif dari tanaman kayu, mikroorganisme yang hidup dalam 
usus menghasilkan dan melepaskan enzim (Ridwanti dalam Arhany, 2013: 35). 
Sehingga dapat dikatakan bahwa simbiosis mutualisme dari mikroorganisme dan 
kehidupan larva dapat dibuktikan. 
B. Bakteri 
Bakteri termasuk dalam golongan mikroba yaitu mikroorganisme 
miksroskopis. Ilmu yang mempelajari tentang organisme mikroskopis disebut 
mikrobiologi. Ilmuwan menyimpulkan bahwa mikroorganisme muncul kurang lebih 4 
juta tahun yang lalu dari senyawa organic kompleks dilautan, atau mungkin dari 
gumpalan awan yang sangat besar yang mengelilingi bumi (Priyani, 2003, h:3). Dalam 
Q.S Al Baqarah (2): 164 yang berbunyi: 
                                         
                                     
                                 
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Terjemahnya: 
“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya malam 
dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna bagi 
manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu dengan air itu 
Dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya dan Dia sebarkan di bumi itu 
segala jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan yang dikendalikan antara 
langit dan bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) 
bagi kaum yang memikirkan.” (Kementrian Agama RI, Al-Qur‟an dan 
Terjemahnya: 2014). 
 
Ayat tersebut menjelaskan bahwa semua jenis mikroba termasuk bakteri adalah 
ciptaan Allah Maha Kuasa dan juga dari penggalan bukti ayat Al-Quran tersebut telah 
jelas bahwa kita sebagai orang yang beriman, yang yakin akan adanya sang Khalik 
harus percaya bahwa seluruh mahluk baik dilangit dan di bumi, baik berukuran besar 
maupun kecil, bahkan sampai mikroorganisme (jasad renik) yang tidak dapat terlihat 
dengan mata telanjang adalah mahluk ciptaan Allah SWT. Sesungguhnya manusia 
hanyalah sedikit pengetahuannya, jika dibandingkan dengan ilmu Allah SWT yang 
maha luas dan tak terbatas.  
Bakteri merupakan mikroorganisme uniseluler, pada umumnya tidak 
berklorofil, ada beberapa yang fotosintetik dan produksi aseksualnya secara 
pembelahan dan bakteri mempunyai ukuran sel kecil dimana setiap selnya hanya dapat 
dilihat dengan bantuan mikroskop. Bakteri pada umumnya mempunyai ukuran sel 0,5-
1,0 μm kali 2,0-5,0 μm, dan terdiri dari tiga bentuk dasar yaitu bentuk bulat atau 
kokus, bentuk batang atau Bacillus bentuk spiral. 
Bakteri adalah salah satu golongan organisme prokariotik (tidak mempunyai 
selubung inti). Bakteri sebagai mahluk hidup tentu memiliki informasi genetik berupa 
DNA, tapi tidak terlokalisasi dalam tempat khusus (nucleus) dan tidak ada membrane 
12 
 
inti. Bentuk DNA bakteri adalah sirkuler, panjang dan biasa disebut nucleoid. Pada 
DNA bakteri tidak mempunyai intron dan hanya tersusun atas ekson saja. Bakteri juga 
memiliki DNA ekstramosomal yang tergabung menjadi plasmid yang berbentuk kecil 
dan sirkuler (Harniza, 2009 4). 
Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri ada dua faktor yaitu 
faktor intrinsik dan faktor ekstrinsik. Faktor intrinsik yaitu sifat-sifat dari bahan itu 
sendiri. Faktor tersebut meliputi; 1) Waktu. Laju perbanyakan bakteri bervariasi 
menurut spesies dan kondisi pertumbuhannya. Pada kondisi optimal hampir semua 
bakteri memperbanyak diri dengan pembelahan biner sekali setiap 20 menit; 2) 
Makanan. Semua mikroorganisme memerlukan nutrient yang akan menyediakan 
energy (biasanya diperoleh dari subtansi mengandung karbon), nitrogen (untuk sintesa 
protein) dan vitamin; 3) Kelembaban. Mikroorganisme memerlukan air untuk 
mempertahankan hidupnya. Banyaknya air dalam pangan yang tersedia untuk 
digunakan dapat di diskripsikan dengan istilah aktivitas air; 4) Mikroorganisme dapat 
diklasifikasikan menjadi tiga kelompok berdasarkan suhu pertumbuhan yang 
diperlukannya; a) Psikrofil (organisme yang suka dingin) dapat tumbuh baik pada suhu 
dibawah 20 C, kisaran suhu optimal adalah 10 C sampai 20 C; b) Mesofil (organisme 
yang suka pada suhu sedang) memiliki suhu pertumbuhan optimal antara 20 C sampai 
45 C; dan c) Termofil (Organisme yang suka pada suhu tinggi) dapat tumbuh baik 
pada suhu diatas 45 C kisaran pertumbuhan optimalnya adalah 50 C sampai 60 C; dan 
5) Oksigen. Tersedianya oksigen dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme, 
bakteri diklasifikasikan menjadi tiga kelompok menurut keperluan oksigennya; a) 
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Aerob Obligat (hanya dapat tumbuh jika terdapat oksigen yang banyak); b) Aerob 
Fakultatif (tumbuh dengan baik jika oksigen cukup, tetapi juga dapat tumbuh secara 
anaerob); dan c) Anaerob Fakultatif (tumbuh dengan baik jika tidak ada oksigen, tetapi 
juga dapat tumbuh secara aerob (Rifqianingrum, 2010: 2).  
Faktor ekstrinsik yaitu kondisi lingkungan dari penanganan dan penyimpanan 
bahan pangan. Kondisi pangan produk bahan pangan akan juga mempengaruhi spesies 
mikroorganisme yang mungkin berkembang dan menyebabkan kerusakan. Bahan 
pangan yang disimpan pada suhu lemari es akan dirusak oleh spesies dari kelompok 
Psiktrotofik (Rifqianingrum, 2010: 2). 
1. Isolasi Bakteri 
Teknik isolasi mikroba adalah suatu usaha untuk menumbuhkan mikroba di luar 
dari lingkungan alamiahnya. Pemisahan mikroba dari lingkungannya ini bertujuan 
untuk memperoleh biakan bakteri yang sudah tidak bercampur lagi dengan bakteri 
lainnya. Bakteri dipindahkan dari satu tempat ke tempat lainnya harus meggunakan 
prosedur aseptik. Aseptik berarti bebas dari sepsis, yaitu kondisi terkontaminasi karena 
mikroorganisme lain. Teknik aseptik ini sangat penting bila bekerja dengan bakteri. 
Beberapa alat yang digunakan untuk menjalankan prosedur ini adalah bunsen dan 
laminar air flow. Bila tidak dijalankan dengan tepat, ada kemungkinan kontaminasi 
oleh mikroorganisme lain sehingga akan menganggu hasil yang diharapkan. Teknik 
aseptis juga melindungi dari kontaminasi bakteri.  
Mikroorganisme yang akan diisolasi dapat berupa biakan murni atau populasi 
campuran. Bila biakan yang akan diidentifikasi ini tercemar perlu dilakukan 
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pemurnian terlebih dahulu. Pemurnian dilakukan dengan cara menggores suspense 
mikroba yang akan diisolasi pada agar lempengan. Setelah diperoleh koloni yang  
terpisah dibuat pewarnaan gram dari beberapa koloni untuk melihat kemurnian biakan 
(Bibiana, 1994: 77). 
Teknik dalam mengisolasi bakteri memiliki beberapa variasi metode misalnya, 
metode goresan, metode taburan/sebar dan metode apusan. Pemilihan teknik ini 
didasarkan pada tujuan penelitian/percobaan (Khatimah, 2014, h: 30).  
Faktor penting yang harus diperhatikan dalam mengisolasi bakteri adalah 
komponen media yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri tersebut. Media yang 
digunakan untuk mengisolasi bakteri di laboratorium dapat berupa media dasar, media 
penyubur dan media selektif. Media dasar merupakan media pembiakan sederhana 
yang mengandung zat-zat yang umum diperlukan oleh sebagian besar mikroorganisme 
dan juga dapat dipakai sebagai komponen dasar untuk membuat medium pembiakan 
lain. Medium penyubur dibuat dari medium pembiakan dasar dengan penambahan zat 
lain untuk mempersubur pertumbuhan bakteri sedangkan medium selektif adalah 
medium yang digunakan untuk menyeleksi bakteri yang diperlukan dari campuran 
bakteri-bakteri lain (Irianto dalam Fitriani, 2013: 13). 
Terdapat tiga jenis isolasi yang umum dilakukan dalam mengisolasi bakteri yaitu 
isolasi pada media cawan, isolasi pada medium cair dan isolasi sel tunggal. Isolasi agar 
cawan dilakukan dengan menggunakan goresan kuadran atau metode agar tuang. 
Keberhasilan metode ini sangat tinggi karena kebanyakan bakteri dapat membentuk 
koloni pada media padat sehingga mudah diisolasi dengan cara menyebarkan sel-sel 
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tersebut pada agar cawan sehingga timbul koloni-kolonni yang terpisah (Irianto dalam 
Fitrian, 2013: 13-14). 
2. Bakteri Uji  
a. Escherchia coli 
  E.Coli merupakan bakteri gram negative dari family Enterobacteriaceae yang 
hidup dalam usus kolon manusia dan usus hewan berdarah panas. bakteri ini tidak 
berspora, berbentuk basil dengan diameter 0,5 nm dan panjang 1,0-3,0 nm, dan 
merupakan bakteri anaerob fakultatif. Bakteri ini dapat memfermentasi laktosa dan 
mampu memproduksi indol dan toxin yang dapat memfermentasi laktosa. E. Coli  
mempunyai periplasman single layer dengan peptidoglikan, bergerak menggunakan 
peritrichous flagella, dan hidup baik pada suhu 15-48 C dengan pH 5,5-8,0 
(Ramadhan, 2015: 32). Klasifikasi dari E.Coli sebagai berikut:  
Divisi : Protophyta 
Kelas :Schizomycetes 
Bangsa : Eubacteriales 
Suku : Enterobacteriaceae 
Marga : Eschericia 
Jenis : Escherchia coli 
 E.coli  mempunyai beberapa antigen, yaitu antigen O (polisakarida), antigen K 
(kapsular), antigen H (flagella). Antigen O merupakan antigen somatic berada 
dibagian terluar dinding sel lipopolisakarida dan terdiri dari unit berulang polisakarida.  
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Antigen K adalah antigen polisakarida yang terletak dikapsul. E.coli berperan penting 
untuk pencernaan makanan dengan memproduksi vitamin K dari materi-materi yang 
tidak tercernakan di usus besar (Pratiwi, 2015).    
b. Pseudomonas aeruginosa 
 Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri gram negative aerob obligat, 
berkapsul, mempunyai flagella polar sehingga bersifat motil, berukuran sekitar 0,5-1,0 
nm. Bakteri ini tidak menghasilkan spora dan tidak dapat memfermentasikan 
karbohidrat. Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri oportunis yaitu bakteri yang 
menyebabkan infeksi hanya pada orang yang keadaan imunnya menurun. 
Pseudomonas aeruginosa memproduksi alginate yang menginfeksi paru-paru dari 
penderita cystic fibrosis dan mengakibatkan masalah pernapasan yang serius. 
Pseudomonas aeruginosa juga dapat membentuk biofilm yang terbuat dari kapsul 
glikokalis untuk mengurangi keefektifan mekanisme system imun inang sehingga 
dapat mempertahankan hidup lebih lama (Ramadhan, 2015). Klasifikasi dari 
Pseudomonas aeruginosa adalah sebagai berikut : 
Divisi  : Bacteria 
Sb Divisi : Proteobacteria 
Kelas  : Gamma Proteobacteria 
Bangsa : Pseudomonadales 
Suku  : Pseudomonadaceae 
Marga  : Pseudomonas 
Spesies : Pseudomonas aeroginosa 
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 Pseudomonas aeroginosa digolongkan ke dalam true Pseudomonas. 
Pseudomonas aeroginosa berwarna hijau kebiruan. Flouresensi hijau kebiruan yang 
ditimbulkan ini merupakan perpaduan bermacam pigmen. Pseudomonas aeroginosa 
mengandung pyorubin yang berwarna merah. Pseudomonas aeroginosa meproduksi 
katalase, oksidase dan amonia dari arginin.  
c. Bacillus subitilis 
Bacillus subtilis merupakan bakteri gram positif berbentuk batang besar, 
membentuk rantai, berspora, dan sifatnya aerob. Panjang bakteri ini 2-3 nm dan 
lebarnya 0,7-0,8 nm. Bakteri ini menggunakan sumber N dan C ,untuk energi 
pertumbuhan. Spora resisten terhadap perubahan lingkungan, tahan terhadap panas 
kering dan desinfektan kimia tertentu selama waktu yang cukup lama dan tetap ada 
selama bertahun-tahun dalam tanah yang kering. Bacillus subtilis menyebabkan 
penyakit pada manusia dengan system imun terganggu, misalnya gastroenteritis akut 
dan meningitis. Bakteri ini juga dikenal sebagai penyebab keasaman pada makanan 
kaleng karena fermentasi gula yang dikandung bahan pangan tersebut (Pratiwi, 
2015).Berikut ini klasifikasi Bacillus subtilis adalah: 
Kingdom : Bacteria 
Filum  : Firmicutes 
Kelas  : Bacilli 
Ordo  : Bacillales 
Famili  : Bacillaceae 
Genus  : Bacillus 
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Spesies : Bacillus subtilis 
 Bakteri ini menggunakan sumber N dan C untuk energi pertumbuhan. Spora 
resisten terhadap perubahan lingkungan, tahan terhadap panas kering dan desinfektan 
kimia tertentu selama waktu yang  cukup lama dan tetap ada selama bertahun-tahun 
dala tanah yang kering. 
d. Staphylococcus epidermidis  
 Staphylococcus epidermidis merupakan bakteri gram positif, aerob atau 
anaerob fakultatif berbentuk bola atau kokus berkelompok tidak teratur, diameter 0,8-
1,0 nm tidak membentuk spora dan tidak bergerak, koloni berawarna putih. Bakteri ini 
tumbuh cepat pada suhu 37 C. koloni oada pembenihan padat berbentuk bulat halus, 
menonjol, berkilau, tidak menghasilkan pigmen, berwarna putih porselen sehingg 
Staphylococcus epidermidis disebut Staphylococcus albus, koagulasi – negative dan 
tidak meragi manitol (Ramadhan, 2015). Sistematika Staphylococcus epidermidis 
adalah: 
Divisi  : Firmicutes 
Kelas  : Bacilli 
Bangsa : Bacillales 
Famili  : Staphylococcaceae 
Marga   : Staphylococcus 
Species : Staphylococcus epidermidis 
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  Staphylococcus epudermidis terdapat pada kulit, selaput lendir, bisul dan luka. 
Dapat menimbulkan penyakit melalui kemampuannya berkembang biak dan menyebar 
luas dalam jaringan. 
C. Antibakteri 
Obat-obatan yang digunakan untuk membasmi mikroorganisme yang 
menyebabkan infeksi pada manusia, hewan ataupun tumbuhan harus bersifat toksisitas 
selektif artinya obat atau zat tersebut harus bersifat toksik terhadap mikroorganisme 
penyebab penyakit tetapi relative tidak toksik terhadap jasad-inang atau hospes (Djide, 
2008: 339). 
Suatu antimikroba memperlihatkan toksisitas yang selektif, dimana obatnya 
lebih toksik terhadap mikroorganisme dibandingkan pada sel inang. Hal ini dapat 
terjadi karena pengaruh obat yang selektifterhadap mikroorganisme atau karena obat 
pada reaksi-reaksi biokimia yang penting dalam sel parasit lebih unggul dari pada 
pengaruhnya terhadap inang, disamping itu struktur sel mikroorganisme berbeda 
dengan struktur sel pada manusia. (Djide, 2008: 339). 
Antibakteri adalah merupakan zat yang menghambat pertumbuhan bakteri dan 
digunakan secara khusus untuk mengobati infeksi. Menurut Jahari (2013, h: 15) sifat-
sifat dari antibakteri adalah: Bakteriostatika, yaitu zat atau bahan yang dapat 
menghambat atau menghentikan pertumbuhan mikroorganisme (bakteri). Dalam 
keadaan seperti jumlah mikroorganisme menjadi stasioner, tidak dapat lagi 
multiplikasi dan berkembang biak. Sifat kedua yaitu bakteriosida yaitu zat atau bahan 
yang dapat membunuh mikroorganisme (bakteri). Dalam hal ini jumlah 
mikroorganisme multiplikasi atau berkembang biak. 
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 Menurut Adawiyah (2015: 24) berdasarkan mekanisme kerjanya, antimikroba 
dibagi dalam lima kelompok. Kelompok pertama adalah antimikroba yang 
menghambat metabolisme sel mikroba. Mikroba membutuhkan asam folat untuk 
kelangsungan hidupnya. Berbeda dengan mamalia yang mendapatkan asam folat dari 
luar, kuman patogen harus mensintesis sendiri asam folat dari asam amino benzoat 
(PABA) untuk kebutuhan hidupnya.  
 Kelompok kedua adalah antimikroba yang menghambat sintesis dinding sel 
mikroba. Antimikroba menghambat reaksi dalam proses sintesis dinding sel. 
Dikarenakan tekanan osmotik dalam sel mikroba lebih tinggi daripada diluar sel, maka 
kerusakan dinding sel mikroba akan menyebabkan terjadinya lisis, yang merupakan 
dasar efek bakterisidal pada kuman yang peka.  
 Kelompok ketiga, antimikroba yang menganggu keutuhan membran sel mikroba. 
Untuk kehidupannya, sel mikroba perlu mensintesis berbagai protein. Sintesis protein 
berlangsung di ribosom, dengan bantuan mRNA dn tRNA. Pada bakteri, ribosom 
terdiri atas dua sub unit yang berdasarkan kostanta sedimentasi dinyatakan sebagai 
ribosom 30S dan 50S. Untuk berfungsi pada sintesis protein, kedua komponen ini akan 
bersatu pada pangkal rantai mRNA menjadi ribosom 70 
D. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Reaksi berantai polymerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) adalah sustu 
metode enzimatis untuk melipatgandakan secara eksponensial sekuen nukleotida 
tertentu dengan cara in vitro. Metode ini pertama kali dikembangkan pada tahun 1985 
oleh Kary B. Mullis. Pada awal perkembangannya metode ini hanya digunakan untuk 
melipatgandakan molekul DNA, tetapi kemudian dikembangkan lebih lanjut sehingga 
21 
 
dapat digunakan pula untuk melipatgandakan dan melakukan kuantitasi molekul 
mRNA. PCR adalah suatu teknik sintesis amplifikasi sekuen DNA secara in vitro. 
Mampu mengamplifikasi sekuen DNA dari suatu spesies yang spesifik untuk suatu 
mikroorganisme, yang jumlahnya mencapai jutaan kali dalam waktu beberapa jam 
(Angria, 2012: 56). 
PCR adalah suatu cara sederhana dan cepat untuk membuat multiple copies 
atau memperbanyak sekuens DNA spesifik yang diinginkan dengan meniru replikasi 
rDNA in vivo secara in vitro. PCR memungkinkan sejumlah kecil sekuens DNA 
tertentu disalin jutaan kali untuk diperbanyak sehingga dapat dianalisis atau 
dimodifikasi. Replikasi materi genetic dilkasanakan oleh enzim-enzim yang disebut 
DNA polymerase, yang secara alami memang berperan dalam perbanyakan DNA pada 
proses replikasi. Dengan menggunakan teknik polymerase chain reaction (PCR), 
setiap materi genetik apapun dapat ditentukan dengan tepat dan direplikasi dalam 
jumlah banyak dengan cara menentukan sepasang DNA primer yang mengapit sekuens 
DNA yang dikehendaki. Cara keja PCR dimulai dari pengikatan dua olignukleotida 
(primer) yang telah diketahui komposisinya ke suatu sekuens polymerase akan 
memperpanjang olignukleotida tersebut. Setiap reaksi akan diulang setelah tahap 
denaturasi sehingga terjadilah amplifikasi (penguatan) secara eksponensial. 
Proses PCR melibatkan siklus (sampai 30 siklus) yang masing-masing terdiri 
dari 3 tahap yang berurutan yang tahap denaturasi, tahap penempelan (anneling 
pasangan primer pada rantai ganda ganda DNA target), dan tahap pemanjangan 
(extension atau polimerisasi). Apabila ketiga tahap dalam proses PCR ini telah lengkap 
dilakukan, maka setiap satu segmen DNA pita ganda diamplifikasi menjadi dua 
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segmen DNA pita ganda yang identik, sehingga jumlahnya dua kali lebih banyak dari 
jumlah semula (Angria, 2012: 56). 
Kelebihan dari penggunaan metode ini yaitu bersifat kodominan, sehingga 
sangat baik untuk komparatif pemetaan genom. Polymorphisme akan menghasilkan 
perbedaan ukuran fragmen yang terpotong, sehingga setiap siklus restriksi dapat 
dipetakan, dapat diturunkan dari nuclear genom kloroplas genom dan mitokondria 
genom (Adams, 1992:57). 
Komponen-komponen yang diperlukan pada proses PCR adalah tempat DNA; 
sepasang primer, yaitu suatu oligonukleotida pendek yang mempunyai urutan 
nukleotida yang komplementer dengan urutan nukleotida DNA template; dNTPs 
(Deoxynucleotide triphosphate; buffer PCR, magnesium klorida (MgCl2) dan enzim 
polimerase DNA. Proses PCR melibatkan beberapa tahap yaitu: pra-denaturasi DNA 
template; denaturasi DNA template (annealing), pemanjangan primer (extension), 
pemantapan (postextension). Tahap kedua dan tahap keempat merupakan tahap 
berulang  (siklus) dimana pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah DNA (Utami, 
2015, h:9). 
E. Elektroforesis 
Elektroforesis adalah suatu teknik yang mengukur laju perpindahan atau 
pergerakan partikel-partikel bermuatan dalam suatu medan listrik.  Prinsip kerja dari 
elektroforesis berdasarkan pergerakan partikel-partikel bermuatan negatif (anion), 
dalam hal tersebut DNA, yang bergerak menuju kutub positif (anode), sedangkan 
partikel-partikel bermuatan positif (kation) akan bergerak menuju kutub negatif 
(anode).  Elektroforesis digunakan untuk mengamati hasil amplifikasi dari 
DNA.  Hasil elektroforesis yang terlihat adalah terbentuknya band yang merupakan 
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fragmen DNA hasil amplifikasi dan menunjukkan potongan-potongan jumlah 
pasangan basanya (Klug & Cummings dalam Ekawati, 2014: 10). Teknik 
elektroforesis mempergunakan medium yang terbuat dari gel agarose. 
Elektroforesis dengan agarose atau acrylamid merupakan metode standar 
untuk memisahkan, mengidentifikasi, mengkarakterisasi dan purifikasi molekul DNA 
atau RNA. Elektroforesis merupakan alat pendukung yang sangat pokok dalam 
teknologi rekombinan dengan aplikasi yang luas, baik untuk fraksinasi untai tunggal 
ataupun untai ganda molekul DNA (Angria, 2012: 56). 
Elektroforesis dengan agarose gel termasuk teknik yang sederhana, mudah 
penanganannya, cepat dikerjakan, murah dan memerlukan sampel yang relatif sedikit 
(1 ng DNA). Keuntungan lain penggunaan agarose gel, yaitu lokasi DNA (DNA 
fragmen) dalam gel bisa diamati langsung secara „in situ‟ dengan menggunakan 
ethidium bromida, baik dengan mencampur langsung dalam gel buffer ataupun setelah 
elekroforesis berakhir. Pemakaian ethidium bromide dengan melarutkan langsung 
dalam buffer dapat mempengaruhi mobilitas DNA dalam gel. Warna ini berinteraksi 
dengan basa molekul DNA dengan memberikan warna orange fluoresence di bawah 
lampu ultra violet (UV). Di samping faktor-faktor yang telah disebutkan di atas 
kecepatan migrasi DNA dalam agarose gel ditentukan pula oleh konsentrasi agar, 
komposisi basa DNA dan temperatur (Angria, 2012: 57). 
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Jenis dan Lokasi Penelitian 
Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian kuantitatif eksperimental dan 
lokasi penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Sains 
dan Teknologi, laboratorium Mikrobiologi Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan 
Ilmu Kesehatan UIN Alauddin Makassar dan Laboratotium FER RS Universitas 
Hasanuddin. 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah laminar air flaw, autoklaf, 
incubator,lemari pendingin,mikroskop, neraca analitik,oven, sheker,penangas, botol 
steril, cawan petri, deck glass, erlenmeyer 250 mL dan 100 mL, gelas arloji, gelas 
kimia 250 mL, gelas ukur 100 mL, tabung reaksi,pembakar spiritus, pinset, ose bulat, 
ose lurus, sendok steinless stell dan silet, 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel larva Cossus cossus, 
air suling, aluminium foil, bakto agar, biakan murni (Escherichia coli, Bacillus 
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis), CMC, congo red, 
dick blank (oxid), kapas, kertas indikator pH, K2HPO4, KCl, medium Maltose Yeast 
Broth (MYB), Muller Hilton Agar (MHA), Nutrient Agar (NA).  
 
 
 
24 
25 
 
C. Prosedur Kerja 
1. Isolasi Bakteri 
a. Sterilisasi Alat-alat Gelas 
Alat-alat yang akan disterilisasi dibungkus dengan kertas koran hingga tertutup 
semua dengan rapi. Alat-alat dimasukkan dalam autoclave dan dipanaskan pada suhu 
121
o
C selama 10-15 menit. Autoclave dimatikan dan dibiarkan sampai suhunya dingin. 
Alat-alat diambil dan dipergunakan atau disimpan dalam tempat yang aman dan masih 
dalam keadaan terbungkus. 
b. Preparasi Sampel 
Sampel larva Cossus cossus yang diperoleh dari pohon meteng (Baccaurea 
racemosa Rein) di desa Lejja, Kabupaten Soppeng dimana sebelum pengambilan 
sampel Cossus cossus, terlebih dahulu dilakukan identifikasi pohon tempat larva 
tersebut hidup di lapangan. Larva yang diperoleh diawetkan dengan cara direndam 
dalam alkohol 70%. Sampel yang telah direndam dapat diberi perlakuan selanjutnya 
untuk diuji spesiesnya.  
Sampel Cossus cossus yang masih hidup disayat bagian perut dengan cara 
mengeluarkan organ pencernaannya kemudian disuspensikan dalam NaCl 1%. Usus 
diambil pada bagian belakang larva dengan terlebih dahulu memotong kepala dan 
bagian ekor tubuh larva , kemudian menarik keluar bagian usus. Setelah mengeluarkan 
bagian usus, bagian tubuh lainnya kemudian di keluarkan (Arhany, 2013, h: 49). 
c. Isolasi Bakteri 
Usus yang dikeluarkan dari larva Cossus cossus kemudian disuspensikan dalam 
NaCl fisioligis dan diinokulasikan dalam media NA dengan menggunakan metode 
agar tuang dan diinkubasi selama 2x24jam. 
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d. Pemurnian Bakteri 
Isolat bakteri dimurnikan dengan diinokulasikan dengan metode kuadran. 
Biakan murni tersebut lalu dipindahkan pada media selektif miring sebagai stok. 
2. Identifikasi Molekuler 
a) Ekstraksi DNA 
Melakukan dengan memanen sampel dengan memasukkan tripsin kedalam 
mikrosentrifuge sebanyak 1,5 mL dan sampel isolat mengambil dengan menggunakan 
ose, kemudian mensentrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 300 rpm. Membuang 
supernatan dan residu sel di tambahkan 200 µL PBS. Menambahkan 20 µL Proteinase 
K lalu mengingkubasi pada suhu 60
o
C selama 5 menit. Membuang supernatan dan 
residu sel ditambahkan 200 µL GBS Buffer, menghomongenkan dengan menggunakan 
vortex dan menginkubasi pada suhu 60 
o
C selama 2 menit ditambahkan 5 µL RNase 
(50 mg/mL) dan campuran tersebut di vortex serta mengingkubasi selama 5 menit 
pada suhu kamar untuk memastikan efisien degradasi RNA. . Membuang supernatan 
dan residu sel ditambahkan 200 µL etanol kemudian vortex selama 10 detik. Jika 
endapan muncul pindahkan kedalam mikrocup 2 mL (termasuk endapan larutan) 
kemudian mensentrifuge 14000 rpm selama 1 menit. Menambahkan  kemudian 
sintrifuge 14000 rpm selama 30 detik dan menambahkan 600 µL buffer Wash 
sentrifuge 14000 rpm selama 30 detik. Membuang supernatan dan residu sel 
menambahkan 100 µL larutan standar elusi kemudian memindahkan sampel kedalam 
mikrocup 1,5 mL menambahkan buffer elusi (10 mM tris-HCl, pH 8,5 pada 25 
O
C) . 
Menambahkan Buffer TE (10 mM    Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) untuk elusi yang 
bermanfaat sebagai EDTA mempertahankan DNA untuk tahan dalam jangka panjang. 
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mendiamkan selama 3 menit. Sentrifuge 14000 rpm selama 30 detik untuk mengelusi 
DNA dimurnikan. (10 mM tris-HCl, pH 8,5 pada 25 
O
C). 
b). Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Tahap pertama pembuatan PCR Mix dengan memasukkan kedalam tabung 
PCR dengan 25 μl volume total yang terdiri atas 1 μL DNA sampel dengan konsentrasi   
25-50 ng μL; 10 x buffer 5 μL , 25 mM MgCl2 2 μL; dNTP 10 mM 1 μL; Pasangan 
primer ITS1 (5‟ TCCGTAGG TGAACCTGCGG 3‟) dan ITS4 (5‟ TCCTCC 
GCTTATTGATATGC 3‟) masing-masing 1 μL; enzim hotstar 0,25 μL; DNA 5 μL; 
dan ddH2O 34,75 μL. 
Amplifikasi didahului dengan denaturasi awal selama 5 menit pada 94 °C, 
dilanjutkan sebanyak 35 siklus melalui tiga tahapan meliputi denaturasi selama 1 menit 
pada 94 °C, penempelan primer (annealing) selama 1 menit pada 55 °C, sintesis 
selama 2 menit pada 72 °C, pada tahap akhir ditambah 10 menit pada 72 °C 
(Lagiastuti, 2012: 33). 
c). Elektroforesis 
Analisis DNA hasil amplifikasi dilakukan dengan elektroforesis menggunakan 
gel agarosa 1% dalam bufer Tris Boric EDTA (TBE 0.5x) dan visualisasi 
menggunakan sinar UV (Lagiastuti, 2012: 33).  
3. Uji Aktivitas Antibakteri 
a. Peremajaan Mikroba Uji 
Biakan uji Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus epidermidis masing-masing diambil 1 ose lalu diinokulasikan dengan 
cara digoreskan pada medium NA miring lalu diinkubasikan pada suhu 37 
o
C selama 
1x24 jam.  
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b. Pembuatan Suspensi Mikroba Uji 
Mikroba untuk uji bakteri yang telah diremajakan disuspensikan dengan larutan 
NaCl fisioligis (NaCl 0,9%) steril lalu diikur transmitan pada 25 % dengan 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 580 nm. Sebagai 
blanko digunakan larutan NaCl fisiologis. (Khatimah, 2014: 23). 
c. Fermentasi 
Koloni biakan murni diambil menggunakan ose dalam medium selektif miring 
lalu diinkubasi pada suhu 37 
o
C selama 1x 24 jam, kemudian disuspensikan dengan 2 
mL larutan NaCl fisiologis dan diinokulasikan dalam 10 mL medium pembenihan cair 
MY-Broth, inokulum sebanyak 1 mL dipipet dan dimasukkan ke tabung reaksi yang 
berisi 10 mL medium cair MY- Broth, diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 1 x 24 jam 
dan dikocok mengunakan shaker dengan kecepatan 200 rpm (Khatimah, 2014: 23) 
d. Pengujian Aktivitas Antibakteri 
Medium yang digunakan untuk metode difusi cakram adalah medium MHA. 
Dengan metode tuang, pada setiap cawan petri diinokulasikan 0,1 mL mikroorganisme 
uji dan 10 mL medium.  Hasil fermentasi isolat sebanyak 20 µL diteteskan pada kertas 
cakram steril kemudian diangin-anginkan, lalu kertas cakram tersebut diletakkan diatas 
medium uji yang telah mengandung mikroorganisme uji. Cawan kemudian diinkubasi 
selama 24 jam pada suhu 37ºC. Sebagai kontrol positif digunakan larutan 
kloramfenikol 30 ppm dan kontrol negatif digunakan larutan alkohol 70%. Zona 
hambat yang terbentuk ditandai dengan adanya zona bening disekitar kertas cakram 
steril setelah masa inkubasi dan diukur diameter zona hambatnya dengan jangka 
sorong (Naid, 2013 Vol.17 No.3, h: 64).  
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Penelitian mengenai isolasi bakteri simbion yang bersumber dari larva Cossus 
cossus dilakukan dalam 3 tahapan. Tahap pertama yaitu isolasi bakteri, tahap kedua 
adalah identifikasi bakteri dan tahap ketiga adalah proses uji aktivitas antibiotik. 
Sebelum semua tahapan penelitian tersebut, terlebih dahulu dilakukan pengambilan 
sampel dipemandian air panas desa Lejja Kabupaten Soppeng.  
A. Hasil Penelitian 
1. Isolasi Mikroba dari Usus larva Cossus cossus 
Isolasi bakteri simbion dari larva Cossus cossus dilakukan dengan menggunakan 
media pembiakan Nutrient Agar (NA) dengan metode agar tuang. Berdasarkan hasil 
penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh isolat bakteri seperti yang dilihat pada 
gambar 4.1. Pada gambar 4.1 diperlihatkan isolat NF1, NF2 dan NF3 yang diisolasi dari 
organ pencernaan larva Cossus cossus. Isolat NF1 diperoleh dari pengenceran 10
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suspensi organ pencernaan larva Cossus cossus sedangkan isolat NF2 dan NF3 
diperoleh dari suspense awal organ pencernaan larva Cossus cossus. 
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Isolat NF1 Isolat NF2 Isolat NF3 
Gambar 4.1 Isolat bakteri simbion dari usus larva Cossus cossus 
2. Pemurnian Isolat Bakteri  
Isolat bakteri yang diperoleh dari medium dasar dipindahkan kemedium baru 
dengan menggunakan metode gores dan metode kuadran. Hasil pengamatan dapat 
dilihat pada gambar 4.2. 
 
 
 
 
 
Isolat NF1 Isolat NF2 Isolat NF3 
Gambar 4.2 Isolat murni bakteri simbion dari usus larva Cossus cossus 
Dari gambar 4.2 dapat dilihat ciri morfologi dari isolate NF1 dan NF2 
menunjukkan persamaan yakni koloni berbentuk besar dan halus dengan permukaan 
rata.  
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3. Identifikasi spesies dari bakteri simbion larva Cossus cossus 
 Identifikasi molekuler isolat dengan menggunakan Polymerase Chain Reaction 
(PCR) amplifikasi DNA ribosom (rDNA) isolat NF1, dan NF3 dari larva Cossus cossus 
menggunakan pasangan primer ITS 1dan ITS4 diperoleh hasil eletroforesis yang 
dilihat dengan alat sinar UV (UV Transluminator) 
 
 
 
Gambar 4.4 Hasil Elektroforesis Amplifikasi DNA 
Selanjutnya hasil elektroforesis di sequencing bertujuan untuk membaca urutan 
nukleotida DNA yang dijadikan acuan untuk identifikasi isolate hingga tingkat genus 
menggunakan metode bioinformatika Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
dari NCBI secara online di alamat website http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
Tabel 4.1 Hasil blast sequencing isolat NF1 dan NF2 
 
Description 
Max 
score 
Total 
score 
Query 
Cover 
E value Ident Accession 
Enterobacter cloacae 422 422 89% 3e-114 91% CP010512.1 
Tabel 4.2 Hasil blast sequencing Isolat NF3 
Description 
Max 
Score 
Total 
Score 
Query 
Cover 
E 
Value 
Ident Accession 
Pseudomonas aeruginosa 1304 5169 93% 0.0 99% CP017353.1 
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4. Uji Aktivitas Antibakteri dari fermentat isolat larva Cossus cossus 
Uji aktivitas antibiotik terhadap 4 bakteri uji menggunakan medium MHA 
dengan metode difusi agar dan menggunakan antimicrobial susceptibility test discs. 
Hasil pengamatan yang diperoleh adalah: 
a. Echerchia coli 
 
 
               
Gambar 4.2 Uji aktivitas antibiotik fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3  
terhadap E.coli 
Dari gambar 4.2 dapat diketahui bahwa tidak ditemukan aktivitas antibiotik dari 
fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3 terhadap E.coli. 
b. Pseudomonas Aeroginosa 
 
 
 
Gambar 4.3 Uji aktivitas antibiotik fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3 terhadap 
P.aeroginosa 
Dari gambar 4.3 dapat diketahui bahwa tidak ditemukan aktivitas antibiotik dari 
fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3 terhadap P.aeroginosa 
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c. Staphylococcus epidermidis 
     
   
 
Gambar 4.4 Uji aktivitas antibiotik fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3 terhadap 
S.epidermidis 
Dari gambar 4.4 dapat diketahui bahwa tidak ditemukan aktivitas antibiotik dari 
fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3 terhadap S.epidermidis. 
d. Bacillus subtilis 
 
 
 
 
Gambar 4.5 Uji aktivitas antibiotik fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3 terhadap  
B. subtilis 
 
Dari gambar 4.5 dapat diketahui bahwa tidak ditemukan aktivitas antibiotik dari 
fermentat Isolat NF1, NF2 dan NF3 terhadap B.subtilis 
C. Pembahasan  
1. Isolasi Bakteri Simbion Dari Larva Cossus cossus 
Sampel larva Cossus cossus diambil pada pohon Menteng (Baccaurea 
racemosa Rein), sampel disimpan dalam toples kaca yang didalamnya sudah diberi 
kapas dan serpihan kayu tempat larva tersebut hidup yang bertujuan agar sampel 
mampu bertahan hidup selama perjalanan. 
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Tahap pertama pada penelitian ini yaitu isolasi bakteri. Metode yang dilakukan 
adalah metode agar tuang dan dilanjutkan dengan metode cawan gores. Prinsip dari 
metode ini adalah menumbuhkan bakteri dalam wadah cawan petri yang berisi media 
padat. Media merupakan kumpulan nutrisi-nutrisi yang diperlukan untuk pertumbuhan 
bakteri. Pada penelitian ini media yang digunakan adalah media Nutrient Agar (NA) 
yang komposisinya terdapat pepton sebagai sumber karbohidrat, yeast ekstrak sebagai 
sumber protein, CaCl2 dan BaCl2 sebagai sumber mineral. Dimana semua bahan 
tersebut dibutuhkan oleh bakteri sebagai nutrisi utama untuk pertumbuhan.  
Proses isolasi bakteri ini dimulai dengan mengeluarkan organ usus dari larva 
Cossus cossus yang disuspensikan dalam NaCl Fisiologis. Sampel tersebut 
diinokulasikan kedalam media yang telah disterilisasi dan dituang dalam cawan petri. 
Sterilisasi media sendiri menggunakan alat autoclave dengan suhu 121º C selama 15 
menit yang merupakan waktu yang umum digunakan untuk memaksimalkan transfer 
panas terhadap objek sterilisasi. Sterilisasi diperlukan untuk mematikan mikroba yang 
mungkin terdapat dalam media sehingga tidak menyebabkan kontaminasi pada media. 
Perpaduan suhu dan tekanan pada autoclave akan memberi kekuatan yang lebih besar 
untuk membunuh sel-sel mikroba.  
Bakteri yang telah diinokulasi, selanjutnya media diinkubasi dalam inkubator 
pada suhu 37º C selama 2 hari. Inkubasi ini dimaksudkan untuk membuat kondisi yang 
sesuai agar bakteri dapat tumbuh. Waktu 2 hari dipilih karena bakteri pada umumnya 
sudah dapat tumbuh dalam jangka waktu 24-48 jam. Setelah koloni tumbuh, maka 
selanjutnya dilakukan pengembangbiakan dengan metode cawan gores dengan masa 
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inkubasi 24 jam hingga akhirnnya diperoleh koloni yang tumbuh tampak berwarna 
putih dan berbentuk bulatan-bulatan kecil.  
2. Identifikasi Molekuler dengan Metode PCR dan Simbiosis Mutualisme 
antara Insekta dan Bakteri 
a. Identifikasi Molekuler dengan Metode PCR 
Identifikasi isolat larva Cossus cossus dilakukan dengan menggunakan teknik 
Polymerase Chain Reaction (PCR). Metode PCR digunakan karena mampu 
mengidentifikasi hingga tingkat spesies dari isolat yang diuji. Isolat DNA dapat 
diindentifikasi dengan menggunakan elektroforesis gel agarosa. Gel agarosa jika 
berada dibawah sinar UV akan memperlihatkan adanya pita-pita DNA yang 
menandakan bahwa DNA telah berhasil diisolasi. Isolasi DNA merupakan tahap awal 
dalam identifikasi molekuler. Keberhasilan isolasi DNA sangat mempengaruhi kualitas 
DNA yang diperoleh. Dari hasil pengamatan dapat dilihat bahwa terdapat pita DNA 
pada gel elektroforesis. Pita DNA hasil isolasi yang diperoleh tidak berupa pita 
tunggal, melainkan berbentuk noda memanjang. Pita DNA yang berbentuk noda 
memanjang pada gel elektroforesis ini disebut smear yang disebabkan karena 
polisakarida yang dihasilkan oleh bakteri tersebut ikut terekstraksi saat isolasi DNA 
dilakukan (Rahayu, 2015:103). 
Hasil BLAST urutan fragmen isolat yaitu dari 2 isolat dapat diidetifikasi 
jenisnya. Isolat NF3 memiliki kesamaan DNA dengan bakteri Enterobacter cloacae 
dengan presentasi kemiripan 91%.  Enterobacter cloacae termasuk dalam family 
Enterobacteriaceae.  Enterobacter cloacae dapat ditemukan pada organ usus hewan 
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dan manusia dan bersifat patogenik. Enterobacter cloacae  merupakan bakteri gram 
negatif bersifat oksidatif negatif, anaerob fakultatif, berbentuk batang, menghasilkan 
eneterotoksin melalui uji sitolisis dan dapat memfermentasi glukosa.  
Keberadaan bakteri Enterobacter cloacae dalam usus pencernaan rayap juga 
dijelaskan dalam penelitian Belitz dan Waller (1998) yang menjelaskan bahwa bakteri 
simbion pemecah selulosa pada rayap adalah bakteri fakultatif Serratia marcescens, 
Enterobacter erogens, Enterobacter cloacae dan CItrobacter farmer yang menghuni 
usus belakang rayap spesies Coptoterms formosanus (family Rhinotemitidae) dan 
berperan memecah selulosa, hemiselulosa dan menghambat nitrogen. 
Isolat bakteri NF1 dan NF2 karena memiliki ciri-ciri morfologi serta aktivitas 
pada uji daya hambat yang sama, maka ciri umum dari kedua isolat tersebut dianggap 
sama. Setelah dilakukan identifikasi, kedua isolate tersebut   diidentifikasi sebagai 
Pseudomonas Aeroginosa  dengan presentase kemiripan DNA 91%. Pseudomonas 
aeroginosa  adalah bakteri gram negatif aerob obligat, berkapsul, mempunyai flagella 
polar sehingga bakteri ini bersifat motil. Bakteri ini dapat tumbuh pada daerah yang 
lembab dan bersifat patogenik. 
Penelitian yang dilakukan pada saluran pencernaan rayap Zootermopsis 
angusticollis yang mengandung bakteri Gram-positif kelompok Actinomycetes yang 
meliputi genus Cellulomonas, serta bakteri gram positif dari ordo Bacillales yang 
meliputi genus Bacillus, Brevibacillus dan Paenibacillus. Terdapat juga genus Aifia, 
Agrobacterium, Pseudomonas dan Sphingomonas/Zymommonas dari Proteobacteria 
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dan Spirosoma yang merupakan bakteri gram negatif (Wanzel dalam Anam dkk, 2012: 
1). 
Anand et al. (2010) menemukan sebelas isolat bakteri dari saluran cerna ulat 
sutra (Bombyx mori), meliputi bakteri Gram positif Bacillus circulans dan Gram 
negatif Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter 
freundii, Serratia liquefaciens, Enterobacter sp., Pseudomonas uorescens, 
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas sp. dan Erwinia sp. Tiga dari isolat tersebut, 
yaitu Pseudomonas vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, mempunyai 
aktivitas selulolitik dan xilanolitik, Pseudomonas uorescens dan Erwinia sp. 
mempunyai aktivitas pektinolitik dan Klebsiella pneumoniae juga dapat mendegradasi 
pati. Aeromonas sp. mampu menggunakan CMC dan xilan. Serratia liquefaciens 
mampu menggunakan tiga polisakarida yaitu CMC, xilan dan pektin, Bacillus 
circulans mampu menggunakan empat polisakarida dengan tingkat efisiensi yang 
berbeda. Saluran cerna ulat sutra mempunyai pH basa dan seluruh isolat bakteri yang 
ditemukan tumbuh dan mendegradasi  polisakarida dalam suasana pH basa 
b. Simbiosis Mutualisme bakteri dalam Usus Insekta. 
Keberadaan bakteri dalam usus larva Cossus cossus bersifat simbiosis 
mutualisme atau merupakan interaksi yang saling menguntungkan antara bakteri dan 
inang yang ditempatinya. Karena bakteri simbion mampu untuk mengolah makanan 
yang dikonsumsi Cossus cossus dan menghasilkan bahan bakar energi untuk sel inang. 
Penelitian Belitz dan Waller (1998) menjelaskan bakteri yang terdapat dalam 
usus rayap ini membentuk hubungan simbiosis mutualisme dengan protozoa yang 
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terdapat dalam usus belakang rayap. Flagella yang terlihat dimiliki oleh protozoa 
tersebut ternyata adalah sederetan sel bakteri yang tertata dengan baik sehingga mirip 
dengan flagella pada umumnya. Bakteri yang menyusun flagella memberikan motilitas 
pada protozoa untuk mendekati sumber makanan, sedangkan bakteri sendiri menerima 
nutrient dari protozoa  dan diberikan sumber kehidupan oleh inang yang ditempatinya.  
Keberadaan mikroorganisme di dalam usus rayap merupakan bentuk interaksi 
menguntungkan. Rayap memberikan perlindungan berupa tempat yang anaerob dan 
makanan bagi mikroorganisme. Di lain pihak mikroorganisme menyumbang enzim 
selulase untuk pencernaan rayap.  (Breznak, 1982).  
Saluran pencernaan rayap terdiri atas usus depan, usus tengah dan usus 
belakang. Usus belakang merupakan tempat tempat bagi sebagian besar simbion 
(Scharf&Tartar, 2008). Rayap bergantung pada mikroorganisme usus untuk 
pencernaan selulosanya. Mikroorganisme yang bersimbiosis dalam usus rayap 
memainkan fungsi fisiologis utama seperti pencernaan selulosa dan hemiselulosa, 
asetogenesis, hidrogenesis, metanogenesis, reduksi sulfat dan fiksasi nitrogen. 
(Antriana, 2014: 19). Selain itu, mikroba usus menciptakan kondisi yang sesuai untuk 
bersimbiosis melalui produksi nutrisi dan pemeliharaan pH serta kondisi anaerobik 
dalam usus.  
Kebanyakan proses pencernaan karbohidrat, protein dan lipid terjadi pada usus 
tengah (mindgut) , meskipun sebagian pencernaran selulosa yang disebabkan oleh 
enzim selulase  mikroba juga terjadi di usus belakang (hindgut) pada beberapa 
kelompok serangga. Menurut Ridwanti Batubara (2012) hubungan pencernaan 
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serangga dan mikroorganisme dilakukan dengan cara-cara tertentu yaitu: (1) 
mikroorganisme menghasilkan enzim dalam substrat lambung; (2) substrat dari 
pencernaan; (3) mengubah dan menghancurkan zak ekstraktif dari tanaman kayu; (4) 
mikroorganisme yang hidup dalam usus menghasilkan dan melepaskan enzim.   
Menurut (Antriana, 2014: 21) mikroorganisme dalam organ pencernaan rayap 
mampu menghasilkan dua jenis enzim yaitu enzim selulase dan xilanase yang 
digunakan untuk medegradasi lignoselulosa. Selulase adalah kompleks enzim yang 
mampu mendegradasi selulosa. Menurut Taherzadeh dalam Antriana (2014) selulase 
merupakan enzim ekstraseluler yang terdiri atas kompleks endo-ß-1,4-glukanase 
(endoglukanase), kompleks ekso-ß-1,4-glukanase (eksoglukanase) yang terdiri dari 
cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) atau cellodextranase (EC 3.2.1.74), dan ß-glukosidase 
(EC 3.2.1.21).  Endoglukanase aktif dalam menghancurkan kristal atau selulosa murni. 
Eksoglukanase menghidrolisis selulosa non-kristal atau turunan selulosa terlarut. ß-
1,4-glukosidase menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa (Wood & Garcia-Campayo, 
1990). 
3. Uji Aktivitas Antibakteri  
Istilah antibiotik untuk pertama kalinya digunakan oleh Waksman sebagai 
nama dari suatu golongan subtansi yang berasal dari bahan biologis yang kerjanya 
antagonistik terhadap mikroorganisme (Irianto, 2006: 91). Mikroorganisme dapat 
menghasilkan obat untuk penyembuhan penyakit yang disebabkan oleh mikroba 
maupun penyakit karena gangguan fisiologis. Produk metabolisme yang dihasilkan 
oleh mikroorganisme tertentu yang jumlahnya sangat kecil bersifat menghambat atau 
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merusak mikroorgansme lain. Produk metabolisme tersebut dinamakan antibiotik yang 
merupakan zat kimia yang dihasilkan oleh organisme yang menghambat pertumbuhan 
organisme lain (Irianto, 2006: 105). 
Isolat murni yang diperoleh dipindahkan dalam media miring sebagai stok, 
kemudian dilanjutkan dengan fermentasi dalam medium Maltosa Yeast Broth (MYB) 
selama 1x24 jam, sambil dishaker dengan kecepatan 200 rpm agar selama fermentasi 
bakteri akan mencapai fase stasioner  dan menghasilkan metabolit sekunder, hal ini 
sesuai dengan teori yang dikemukakan oleh Salle A.J (1961) bahwa untuk 
mempertahankan hidup mikroorganisme dapat membuat pertahanan diri dengan 
menghasilkan metabolit sekunder yang mempengaruhi mikroorganisme lain sehingga 
mikroorganisme lain itu tidak dapat tumbuh dan berkembang biak, sehingga untuk 
melihat potensi dari hasil metabolisme sekunder maka dilakukan pengujian aktivitas 
antibiotik. 
Maltosa Yeast Broth (MYB) digunakan sebagai media fermentasi, karena 
media ini merupakan media cair yang mengandung ekstrak yeast sebagai sumber 
protein, maltosa dan dektrosa sebagai sumber karbon dan pepton sebagai sumber asam 
amino, yang dibutuhkan dalam pertumbuhan, sintesis sel, keperluan energy dalam 
metabolisme mikroorganisme.  
Metode yang digunakan dalam pengujian aktivitas antibiotik yaitu metode 
difusi agar dengan menggunakan antimicrobial susceptibility test discs. Medium yang 
digunakan adalah media Muller Hilton Agar (MHA) yang merupakan media umum 
yang digunakan untuk uji aktivitas antibiotik. 
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Eschercia coli merupakan bakteri gram negative. Tumbuh dengan mudah pada 
media nutrient sederhana. E.coli merupakan bakteri penyebab utama diare kronik. 
Penelitian yang dilakukan oleh Khatimah (2014: 65) isolat 1 bakteri selulolitik mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri E.coli. Sedangkan pada penelitian ini tidak 
ditemukan adanya daya hambat baik dari isolate NF1, NF2 maupun NF3. 
Penelitian Khatimah (2014: 66) juga menunjukkan bahwa selain E.coli isolat 1 
yang diidentifikasi merupakan genus Anterobacter juga dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri P.aeroginosa, B.subtilis dan S.epidermidis. Sedangkan isolat 2 
yang merupakan genus Pseudomonas tidak menunjukkan adanya aktivitas antibiotik 
terhadap keempat bakteri uji tersebut. Hal yang sama juga diperoleh dalam penelitian 
ini, dimana tidak ditemukan adanya aktivitas daya hambat terhadap bakteri pathogen 
E.coli, B.subtilis, P.aeroginosa dan S.epidermidis yang ditimbulkan dalam 
pengamatan baik terhadap isolat NF1, NF2 maupun NF3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
42 
 
BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan 
bahwa:  
1. Usus Larva Cossus cossus mengandung 3 isolat bakteri. yaitu isolat bakteri 
simbion NF1 dan NF2 dari larva Cossus cossus memiliki struktur DNA yang 
mirip dengan spesies bakteri Pseudomonas aeroginosa dan Isolat NF3 
memiliki kemiripan DNA dengan spesies bakteri Enterobacter cloacae. 
2. Fermentasi isolat bakteri simbion larva Cossus cossus dalam pengujian 
aktivitas antibiotik, tidak ditemukan adanya kemampuan daya hambat dari 
isolat NF1, NF2 maupun NF3 dari larva kupu-kupu Cossus cossus. 
B. Saran 
Disarankan untuk penelitian selanjutnya melakukan uji morfologi dan biokimia 
untuk mengidentifikasi isolat larva Cossus cossus. Serta penelitian lebih lanjut tentang 
potensi senyawa antibiotik dari sampel yang sama dengan menggunakan media 
pertumbuhan dan metode yang berbeda.  
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LAMPIRAN 
Lampiran 1 : Skema Penelitian 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Preparasi Sampel 
Pembuatan Media 
Pertumbuhan 
Isolasi Bakteri 
Pemurnian Bakteri 
Identifikasi dengan metode 
PCR 
Peremajaan Mikroba Uji 
Fermentasi 
Uji Aktivitas Antibakteri 
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Lampiran 2: Preparasi Sampel 
  
 
 Dimasukkan dalam toples 
 Sampel yang masih hidup dibedah bagian perut dan dikeluarkan 
organ pencernaannya  
 Disuspensikan dalam NaCl 1% 
 Melakukan pengenceran hingga pengenceran 10-6  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Larva Cossus-cossus 
Suspensi Larva Cossus-
cossus 
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Lampiran 3: Prosedur Pembuatan Media 
  
 
 
 Membuat media pertumbuhan dengan menimbng 2,5 gram 
media NA yang dilarutkan dengan H2O hingga 100 mL. \ 
 Melakukan sterilisasi dengan autoklaf suhu 121 C selama 15 
menit 
 2 mL suspensi dimasukkan dalam media  dengan menggunakan 
metode agar tuang 
 Menginkubasi selama 2x24 jam 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Suspensi Larva Cossus-
cossus 
Inokulum bakteri 
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Lampiran 4: Isolasi dan Pemurnian Bakteri 
1. Isolasi Bakteri 
 
 
 Menimbang 2,5 gram media NA yang dilarutkan dalam 100 mL 
H2O. 
 Mensterilisasi dengan autoklaf suhu 121 C selama 15 menit. 
 Memndahkan inoculum kedalam media baru dengan 
menggunakan metode goresan T. 
 
4. Pemurnian Bakteri 
  
 
 Menginokulasi bakteri yang tumbuh pada media selektif dengan 
metode kuadran.  
 Biakan murni dipindahkan pada media selektif miring sebagai 
stok. 
 
  
 
 
 
 
Inokulum Bakteri 
Isolat Bakteri  
Isolat Bakteri  
Isolat Murni 
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Lampiran 5: Peremejaan Mikroba Uji 
  
 
 
 
 Mengambil 1 ose 
 Diinokulasikan pada medium NA miring 
 Diinkubasi pada suhu 37ºC selama 1x24 jam 
 Mikroba uji yang telah diremajakan, disuspensikan dalam 
larutan NaCl fisiologis  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Biakan E,Coli, Bacillus 
subtilis, Pseudomonas 
aeroginosa, Staphylococcus 
epidermidis 
 
 
Hasil 
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Lampiran 6: Fermentasi Isolat Murni Bakteri  
5. Fermentasi 
  
 
 Diambil dengan ose 
 Diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 1 x 24 jam 
 Disuspensikan dengan 2 mL NaCl fisiologis  
 Diinokulasikan dalam 10 mL media MYB 
 Diinkubasi pada suhu 37ºC selama 1x24 jam dan 
dihomogenkan menggunakan shaker dengan kecepatan 200 rpm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Koloni Biakan Murni 
Fermentat Isolat 
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Lampiran 7: Uji Aktivitas Antibiotik  
 
 
 Diinokulasikan 0,1 mL bakteri uji dalam 10 ml media MHA 
 20 µL fermentat isolat diteteskan pada kertas cakram kemudian 
diangin-anginkan 
 Kertas cakram diletakkan dalam media uji 
 Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC 
 Mengukur zona hambat yang terbentuk dengan menggunakan 
jangka sorong 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fermentat Isolat 
Hasil 
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Lampiran 8. Identifikasi Isolat Bakteri secara Molekuler 
1. Ekstraksi DNA 
 
-  
- Dimasukkan ke dalam mikrocup 
- Disentrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 300 rpm 
 
- Diinkubasi suhu 60oC selama 5 menit 
 
  
 
- Dihomogenkan dengan menggunakan vortex 
- Diinkubasi 60 oC selama 2 menit 
 
- Dihomogenkan dengan menggunakan vortex 
- Diinkubasi selama 5 menit 
 
- Dihomogenkan dengan menggunakan vortex selama 10 
detik 
- Dipindahkan ke mikrocup 2 mL 
-  
 
- Disentrifuge selama 30 detik dengan kecepatan 14000 rpm 
  
 
- Didiamkan selama 3 menit 
- Disentrifuge selama 30 detik dengan kecepatan 14000 rp 
 
 
Isolat Bakteri 
Residu sel +  200 µL PBS + 
20 µL Proteinase K 
Residu sel +  200 µL GBS 
Buffer  
Residu sel +  5 µL RNase 
Residu sel +  200 µL etanol 
Residu sel +  400 µL larutan 
Buffer 
Residu sel +  buffer elusi (10 mM tris-HCl, 
pH 8,5 pada 25 
O
C) + Buffer TE (10 mM    
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) 
Hasil 
 Medium NA 
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2. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 
 
 
- Dimasukkan ke dalam tabung PCR 
- Diamplifikasi didahului dengan denaturasi awal selama 5 
menit pada 94 °C, dilanjutkan sebanyak 35 siklus melalui 
tiga tahapan meliputi denaturasi selama 1 menit pada 94 
°C, penempelan primer (annealing) selama 1 menit pada 55 
°C, sintesis selama 2 menit pada 72 °C, pada tahap akhir 
ditambah 10 menit pada 72 °C. 
 
 
3. Elektroforesis 
 
 
- Dielektroforesis selama 1 jam 
- Divisualisasi menggunakan sinar UV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 μL DNA sampel dengan konsentrasi   25-50 ng μL; 
10 x buffer 5 μL , 25 mM MgCl2 2 μL; dNTP 10 mM 
1 μL; Pasangan primer ITS1 (5‟ TCCGTAGG 
TGAACCTGCGG 3‟) dan ITS4 (5‟ TCCTCC 
GCTTATTGATATGC 3‟) masing-masing 1 μL; 
enzim hotstar 0,25 μL; DNA 5 μL; dan ddH2O 34,75 
μL. 
 
Hasil  
gel agarosa 1% dalam bufer 
Tris Boric EDTA (TBE 0.5x). 
 
Hasil  
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Lampiran 9: Hasil Sequensing  
1. Isolat NF1 dan NF2  
RID  0JJY4AK901R 
Query ID  1cl Query_211641 
Description None 
Molecule Type Nucleic Acid 
Query Length 760 
 
 
2. Isolat NF3 
RID  0JKV3Y73015  
Query ID  Icl Query_134627 
Description None 
Molecule Type Nucleic Acid 
Query Length  346 
Description 
Max 
score 
Total 
score 
Query 
Cover 
E value Ident Accession 
Enterobacter cloacae 422 422 89% 3e-114 91% CP010512.1 
Enterobacter asburiae 421 421 89% 3e-114 91% CP011591.1 
Enterobacter cloacae 416 416 89% 2e-112 91% CP012162.1 
Enterobacter cloacae 411 411 89% 7e-111 91% CP017184.1 
Enterobacter cloacae 403 403 86% 1e-108 91% CP014280.1 
 
Description 
Max 
Score 
Total 
Score 
Query 
Cover 
E 
Value 
Ident Accession 
Pseudomonas aeruginosa 1304 5169 93% 0.0 99% CP017353.1 
Pseudomonas aeruginosa 1204 5129 93% 0.0 99% CP0171419.1 
Pseudomonas aeruginosa 1304 5219 93% 0.0 99% LT608330.1 
Pseudomonas aeruginosa 1304 5182 93% 0.0 99% CP016214.1 
Pseudomonas aeruginosa 1304 5184 93% 0.0 99% CP015877.1 
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Lampiran 10: Hasil Analisi DNA Isolat NF1 dan NF2  
RID  0JJY4AK901R 
Query ID  1cl Query_211641 
Description None 
Molecule Type Nucleic Acid 
Query Length 760 
Score Expect Identities Gaps Strand 
1304 bits(706) 0.0 708/709(99%) 0/709(0%) Plus/Plus 
Query  13     CCTGGTTCGCCTCTTGCACCTATGGATTCAGTACAAGATACCTAGGTTATCCTAGGTGGG  72 
Sbjct164060 CCTGGTTCGCCTCTTGCACCTATGGATTCAGTACAAGATACCTAGGTTATCCTAGGTGGG  1640661 
 
Query  73       TTCCCCCATTCAGAGATCTCCGGATCAAAGTCTGTTTGCCGACTCCCCGAAGCTTTTCGC  132 
Sbjct  1640662  TTCCCCCATTCAGAGATCTCCGGATCAAAGTCTGTTTGCCGACTCCCCGAAGCTTTTCGC  1640721 
 
Query  133      AGGCTACCACGTCTTTCATCGCCTCTGACTGCCAAGGCATCCACCGTATGCGCTTCTTCA  192 
Sbjct  1640722  AGGCTACCACGTCTTTCATCGCCTCTGACTGCCAAGGCATCCACCGTATGCGCTTCTTCA  1640781 
 
Query  193      CTTGACCATATAACCCCAAGCAATCTGGTTATACTGTGAAGACGACATTCGCCGAAAATT  252 
Sbjct  1640782  CTTGACCATATAACCCCAAGCAATCTGGTTATACTGTGAAGACGACATTCGCCGAAAATT  1640841 
 
Query  253         CGCGCTTGAACTCGCAAATTTTACCTTGACTTGAATGATCACCAGTGAAAGAGATCATTC  312 
Sbjct  1640842  CGCGCTTGAACTCGCAAATTTTACCTTGACTTGAATGATCACCAGTGAAAGAGATCATTC  1640901 
 
Query  313      AGTCTTACTTCTATCACATACCCGAATTTTTAAAGAACAGTTCTGGTGCAAAGACCAGAA  372 
Sbjct  1640902  AGTCTTACTTCTATCACATACCCGAATTTTTAAAGAACAGTTCTGGTGCAAAGACCAGAA  1640961 
 
Query  373      ATCAATGTTCATCCACGAACATTCATTTCTGAGCTTTCGACGATTGTTTTAGATGGTGGA      432 
Sbjct  1640962  ATCAATGTTCATTCACGAACATTCATTTCTGAGCTTTCGACGATTGTTTTAGATGGTGGA  1641021 
 
Query  433      GCCAAGGAGGATCGAACTCCTGACCTCCTGCGTGCAAAGCAGGCGCTCTCCCAGCTGAGC  492 
Sbjct 1641022  GCCAAGGAGGATCGAACTCCTGACCTCCTGCGTGCAAAGCAGGCGCTCTCCCAGCTGAGC  1641081 
 
Query  493      TATGGCCCCGTATCGGATCACGCAGCACACCAACAATTGGTGGGTCTGGGCAGATTCGAA  552 
Sbjct  1641082  TATGGCCCCGTATCGGATCACGCAGCACACCAACAATTGGTGGGTCTGGGCAGATTCGAA  1641141 
 
Query  553      CTGCCGACCTCACCCTTATCAGGGGTGCGCTCTAACCAACTGAGCTACAGACCCAATCGT  612 
Sbjct  1641142  CTGCCGACCTCACCCTTATCAGGGGTGCGCTCTAACCAACTGAGCTACAGACCCAATCGT  1641201 
 
Query  613      CTAACCAGTGAATCAAGCAATTCGTGTGGGAGCTTATGAAGAAGCTGAGATCTTCGATTA  672 
Sbjct  1641202  CTAACCAGTGAATCAAGCAATTCGTGTGGGAGCTTATGAAGAAGCTGAGATCTTCGATTA  1641261 
 
Query  673      AGGAGGTGATCCAGCCGCAGGTTCCCCTACGGCTACCTTGTTACGACTT  721 
Sbjct  1641262  AGGAGGTGATCCAGCCGCAGGTTCCCCTACGGCTACCTTGTTACGACTT  1641310 
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Lampiran 11: Hasil Analisi DNA Isolat NF3 
RID  0JKV3Y73015  
Query ID  Icl Query_134627 
Description None 
Molecule Type Nucleic Acid 
Query Length  346 
Score Expect Identities Gaps Strand 
422 bits(228) 3e-114 283/310(91%) 2/310(0%) Plus/Minus 
Query  24      GCTCTTC-ACGACCATTTC-CCGAGCTGGTTTATGATCAAAAAAGCAATGAAACCCGCCG  8 
Sbjct  102670  GCTCTTCAACGACCATTTCACCCAGCTGGCGCATGATCAGAAAAGCAATGAAACCCGCAA  102611 
 
Query  82      TCGCGTAACCCAAAATAATACCTGGACCGGCAGACTGGATAACGGACGCGCTGCCTAGAA  141 
Sbjct  102610  TCGCGTAACCCAAAATAATGCCCGGACCGGCAGACTGGATAACGGATGCGCTGCCCAGAA  102551 
 
Query  142     ACAGGCCGGTACCAATCTCGCCGACCGCTGGGATGAGCTGGGTGTGGAGGTTCTTAAGCC  201 
Sbjct  102550  ACAGGCCGGTACCAATCGCACCGCCCAGTGCGATGAGCTGTATATGGCGGTTTTTAAGCC  102491 
 
Query  202     CGCTCTTTAGCTGATCGCCGTGCTGTTGAGCTTCCATTTGAAACCTCGTGTGTGGTTGTT  261 
Sbjct  102490  CGCGCTTTAGCTGATCGCCGTGCTGTTGAGCTTCCATTTGAAACCTCGTGTGTGGTTGTT  102431 
 
Query  262     ATGTTCACTCTGTGCGTGTGTAATTATGAAAATCCATATTCTGTATTTATTTCTTTACGG  321 
Sbjct  102430  ATGTTCACGCTGTGCGTGTGTAATTATGAAAATCCATATTCTGTATTTATTTCTTTACGG  102371 
 
Query  322     TTAGCGAGAC  331 
Sbjct  102370  TTAACGAGAC  102361 
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Lampiran 12: Pembuatan Medium 
a. Nutrient Agar (NA) 
Komposisi: 
Ekstrak Beef  3,0 g 
Pepton   5,0 g 
Agar   15,0 g 
Aquadest  100 mL 
Pembuatan: 
Medium NA ditimbang sebanyak 2,5 gram kemudian dilarutkan dalam 
aquadest steril sebanyak 100 mL 
b. Maltosa Yeast Broth (MYB)  
Komposisi: 
Maltosa  10 g 
Yeast Extract   3 g 
Pepton   5 g 
Dekstrosa  10 g 
Aquadest hingga 1000 mL 
Pembuatan:  
Semua bahan tersebut dimasukkan dalam gelas erlenmeyer dan dilarutkan 
dalam aquadest kemudian dipanaskan sampai mendidih hingga semua larut 
kemudian disterilkan dalam autoklaf suhu 121 c selama 15 menit. 
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c. Muller Hilton Agar (MHA) 
Komposisi: 
Glukosa   10 g 
Ekstract Yeast  5 g 
Pepton  10 g 
NaCl   2,5 g 
Pembuatan:  
Semua bahan tersebut dimasukkan dalam erlenmeyer dan dilarutkan dalam 
aquadest kemudian dipanaskan sampai mendidih hingga semua larut kemudian 
disterilkan dalam autoklaf suhu 121 C selama 15 menit.  
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Lampiran 13: Dokumentasi Preparasi Sampel 
 
 
 
 
 
 
 
Pohon Menteng tempat hidup Cossus-cossus 
 
 
 
 
 
Larva Cossus-cossus    Suspensi Usus dalam NaCl Fis 
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Lampiran 14: Sterilisasi Media 
 
 
  
 
 
  
Media Na 
  
 
 
Sterilisasi media dalam autoklaf 
 
 
 
 
 
 
Media NA steril 
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Lampiran 15: Pemurnian Isolat Bakteri Simbion 
 
   
 
 
Pemurnian dengan metode kuadran 
 
 
 
 
 
Pinggiran koloni yang terpisah dari pemurnian pertama kemudian dinokulasi dengan 
metode yang sama hingga diperoleh koloni yang benar-benar berdiri sendiri 
 
 
    
 
Setelah diperoleh koloni koloni tunggal diinokulasi dengan metode gores sebaran 
 
 
 
 
Isolat Bakteri Larva Cossus-cossus yang memiliki koloni yang telah terpisah-pisah 
Lampiran 16: Fermentasi dan Uji Aktivitas Antibakteri 
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Fermentasi isolat bakteri Cossus-cossus dengan shaker kecepatan 200 rpm 
 
  Paper disk yang digunakan untuk uji aktivitas antibiotik 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Suspensi Bakteri Uji    Colsancetine sebagai uji positif 
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Uji Aktivitas Antibakteri isolat NF3 
 
 
 
 
  
E.Coli    P.Aeroginosa       S.Epidermidis  B.Subtilis 
 
Uji Aktivitas Antibakter isolat NF1 dan NF2 
 
 
 
 
B.subtilis       P.aeroginosa     E.coli            S.epidermidis 
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